Histological Evaluation of the Bone Repair Process after Implantation of BMPs by MENDONÇA, Robson Gonçalves de et al.
ISSN - 1519-0501
Avaliação Histológica do Processo de Reparo Ósseo Após
Implantação de BMPs
Robson Gonçalves de MENDONÇAI
André Carlos de FREITASII
Luciana Pedreira RAMALHOIII
Jener Gonçalves de FARIASIV
Mel Meireles Benvenuti RIBEIROV
ABSTRACTRESUMO
DESCRIPTORSDESCRITORES
Regeneração óssea; Enxerto ósseo; Fatores de crescimento. Bone regeneration; Bone transplantation; Growth factors.
Histological Evaluation of the Bone Repair Process after Implantation of BMPs
Objective: To evaluate histologically the bone repair process after
implantation of a pool of bone morphogenetic proteins (Gen-Pro®).
Method: Twenty-four bone defects were created in the femur of
24 clinically healthy male Rattus norgegicus albinus weighing
approximately 300 to 350 g, being one defect per animal. The animals
were provided by the central vivarium of the State University of
Feira de Santana (UEFS) and assigned to 2 groups: Group I (Control;
n=12) that was filled only with blood clot and Group II (Gen-Pro®;
n=12) that was filled with a BMP pool. The animals were sacrificed
at 15, 21 or 30 days, the histological slides were stained with
hematoxylin and eosin and picrosirius stain, and examined under
light microscopy. Data were analyzed by descriptive and semi-
quantitative statistics considering representative parameters of the
repair process, such as cortical repair, collagen fibers, inflammatory
infiltrate and new bone formation.
Results: In the initial periods of 15 and 21 days, there was a
statistically significant difference between GI and GII, with a faster
new bone formation rate in Group I compared to Group II. At 30
days, all bone defects were repaired with different levels of healing.
Conclusion: The tested biomaterial promoted a positive
biomodulating effect on bone new formation, although there was a
faster new bone formation rate in Group I compared to Group II.
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Objetivo: Avaliar histológicamente o processo de reparo ósseo
após a implantação de um pool de proteínas morfogenéticas ósseas
(Gen-Pro®).
Método: Criou-se 24 defeitos ósseos em fêmur de vinte e quatro
Rattus norgegicus albinus, machos, clinicamente sadios com peso
aproximado entre 300 e 350 g, sendo um defeito por cobaia. Os
animais foram fornecidos pelo biotério central da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS) e divididos em 2 grupos:
Grupo I (Controle; n=12) que foram preenchidos apenas com coagulo
sanguíneo e Grupo II (Gen-Pro; n=12) ) preenchidos com o pool de
bBMPs. Os animais foram sacrificados em 15, 21 ou 30 dias, as
lâminas coradas em Hematoxilina/Eosina e Picrosirius, e analisadas
por microscopia de luz através de análise descritiva e semi-
quantitativa considerando parâmetros representativos do processo
de reparo, tais como: reparo cortical, fibras colágenas, infiltrado
inflamatório e neoformação óssea.
Resultados: Nos períodos iniciais de 15 e 21 dias foi observado
uma diferença estatisticamente significante no confronto do GI vs
GII., com a velocidade de neoformação óssea maior no grupo I do
que no grupo II. Aos trinta dias, todos os defeitos ósseos estudados
alcançaram reparação, com diferentes graus de resolução.
Conclusão: O biomaterial testado promoveu efeito biomodulador
positivo sobre a neoformação óssea, embora se tenha verificado
maior velocidade de neoformação óssea no Grupo I do que no
Grupo II.
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INTRODUÇÃO
As proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs) são
membros da super família dos fatores de crescimento de
transformação â (TGF â) que possuem a habilidade de
promover a neoformação óssea em diversas situações
clínicas, tais como fraturas de tíbia, reconstruções maxilo-
faciais e defeitos pós-cirúrgicos1. Esta aplicabilidade clinica
estimulou a produção industrial que no início foi realizada
a partir de extratos ósseos purificados, mas por um
processo que produzia pequenas quantidades de
proteínas2. Com o advento das técnicas biomoleculares
tornou-se possível a identificação e produção de grandes
quantidades de BMPs de forma avançada e segura3.
As BMPs extraídas de osso cortical de feto bovino
(bBMP) têm sido bastante comercializadas devido à
disponibilidade, qualidade clínica e histológica favorável
deste biomaterial4, mas os diferentes modelos de extração
e apresentação comercial ainda geram questionamentos.
Devido a isto, o objetivo desta pesquisa é fazer uma
avaliação histológica do processo de reparo ósseo após a
implantação de um pool de proteínas morfogenéticas
ósseas (Gen-Pro®), de origem bovina, a fim de verificar o
potencial osteogênico deste biomaterial.
REVISÃO DE LITERATURA
A utilização da matriz óssea bovina (bBMP) foi
estimulada como uma alternativa ao osso alógeno, devido
às controvérsias geradas quanto à atividade osteoindutiva,
a segurança biológica e as questões ético-legais da
comercialização de ossos humanos5-8.
Neste contexto, estudos realizados entre 1994 e
2000, analisaram a segurança e a eficácia das preparações
purificadas de bBMP em diferentes modelos
metodológicos e convergiram nos seus resultados para
uma atividade positiva da bBMP na neoformação óssea4,9-
14. A associação de laserterapia aos implantes do pool
bBMPs também tem sido relatada como forma de otimizar
os resultados quantitativos e qualitativos da atividade
osteoindutiva, devido a ação biomoduladora da irradiação
laser sobre os processos cicatriciais15-17.
Pinto et al.18 estudaram histologicamente o
processo de reparo ósseo na presença de um pool de
bBMPs (Gen-pro®) associada com membrana biológica
(Gen-derm®), em defeitos ósseos de 3mm de diâmetro
realizados em coelhos e concluíram, que o processo de
reparo foi retardado na presença de Gen-pro® associado a
Gen-derm®. No entanto, Santos et al.19 e Park20 ratificam o
potencial das BMPs para estimular a neoformação óssea
e a sua importância para a aplicação em várias
especialidades médicas.
Em  suma, a  bBMP   tem   sido   empregada   como
biomaterial para a neoformacao óssea e está
disponibilizado comercialmente pela Baumer S/A por sua
divisão de biomateriais Genius, com o nome de Gen-pro® .
Produto obtido de matriz orgânica de osso cortical de feto
bovino constituindo-se em um pool de bBMPs ao qual é
adsorvido hidroxiapatita (H.A), como carreador para
aumentar a permanência deste material na cavidade
cirúrgica e evitar a rápida absorção pelo organismo,
estando indicado como material osteoindutor21.
METODOLOGIA
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de
Santana-Bahia (UEFS-BA). Foram utilizados 24 animais
(Rattus norvegicus albinus) adultos machos com peso
aproximado entre 300 e 350g, que foram selecionados
aleatoriamente e divididos em 2 grupos e 6 subgrupos de
acordo com o Quadro 1.
Quadro 1. Organização dos grupos animais. 
No de Animais Grupo Subgrupos 
Subgrupo Grupo 
 
Descrição 
C.15* 4 
C.21** 4 
 
I 
 C.30*** 4 
 
12 
Defeitos ósseos com 
coágulo (controle) 
bBMP.15* 4 
bBMP.21** 4 
 
II 
bBMP.30*** 4 
 
12 
Defeitos ósseos com 
pool de bBMPs 
(Gen-pro®) 
*Sacrifício aos 15 dias; **Sacrifício aos 21 dias; ***Sacrifício aos 30 dias.
Os animais receberam anestesia geral com hidrato
de cloral 10%, por via intra-muscular, na proporção de 0,4
ml/100g de peso, foram tricotomizados na face lateral da
diáfase de fêmur esquerdo e imobilizados em decúbito
lateral direito na mesa cirúrgica. Após a antissepsia com
PVPI tópico, utilizou-se a técnica cirúrgica descrita por
Pinheiro et al.15 para a confecção de 24 defeitos ósseos de
3mm de diâmetro por 3 mm de profundidade. Doze defeitos
do Grupo I (GI) foram preenchidos apenas com coagulo
sanguíneo e doze do Grupo II (GII) com o pool de bBMPs/
Gen-pro®. Os animais foram sacrificados com 15, 21 ou 30
dias e as peças ósseas removidas foram processadas no
Laboratório de Patologia Oral do Departamento de
Diagnóstico e Terapêutica da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA). Utilizou-se
coloração por Hematoxilina/Eosina e Picrosírius.
As lâminas foram analisadas por um único
patologista com mais de dez anos de experiência, que
realizou uma análise descritiva e semi-quantitativa
considerando parâmetros representativos do processo de
reparo, tais como: reparo cortical, fibras colágenas, infiltrado
inflamatório e neoformação óssea. E, os referenciais
numéricos de correlação adotados quanto à presença ou
ausência destes parâmetros foram os seguintes:
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Fibras colágenas, infiltrado inflamatório e neoformação
óssea: 0 = Ausente; 1 = Discreto; 2 = Moderado; 3 = Intenso.
Reparo cortical: 0 = Ausente; 1= União irregular de
margens; 2 = Espessura de 50% do normal; 3= Espessura
maior 50% até normal.
Os resultados obtidos encontram-se expressos nos
Quadros 2 e 3, nas Figuras (1,2,3,4,5 e 6) e na Tabela 1. Os
dados apresentados foram submetidos ao software
GranphPad Prism® versão 4.0 e ao teste de análise de
variância (ANOVA-two way), tendo-se adotado o valor de p
como estatisticamente significante quando menor que 0,05
(p<0,05).
RESULTADOS
Quadro 2. Análise Semi-quantitativa do Grupo I. 
15 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 1 1 1 2 
II 1 1 1 2 
III 1 1 1 2 
IV 1 1 1 2 
21 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 2 0 0 1 
II 2 0 0 1 
III 2 0 0 1 
IV 2 0 0 1 
30 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 3 0 0 0 
II 3 0 0 0 
III 2 0 0 0 
IV 2 0 0 0 
Quadro 3. Análise Semi-quantitativa do Grupo II. 
15 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
Inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 0 3 2 1 
II 0 3 2 1 
III 0 3 2 1 
IV 0 3 2 1 
21 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
Inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 1 3 2 3 
II 1 3 1 3 
III 1 3 1 3 
IV 0 0 0 2 
30 dias 
Animais Reparo 
Cortical 
Fibras 
Colágenas 
Infiltrado 
Inflamatório 
Neoformação 
Óssea 
I 2 0 1 1 
II 2 0 0 1 
III 2 0 0 1 
IV 2 2 0 1 
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Figura 1. Fotomicrografia do GI - 15 dias (Subgrupo C-
15). Observar trabéculas ósseas neoformadas (TON),
tecido medular (TM), fibras colágenas (FC). Picrosírius.
Aumento aproximado de 100X.
TON TON
TM
TM
FC
TON
TON
FC
TM
TM
COR
TON
Figura 3. Fotomicrografia do GI - 21 dias (Subgrupo C-
21). Observar cortical óssea remanescente (COR),
cortical óssea neoformada com espessura inferior à
normal (CON), tecido medular (TM) e trabéculas ósseas
neoformadas (TON). H.E. Aumento aproximado de 40x.
COR
CON
TON
Figura 2. Fotomicrografia do GII - 15 dias (Subgrupo
bBMP-15). Área de medula óssea. Observar presença
de particulas de bBMP (    ) permeadas por fibras
colágenas (FC). Picrosirius. Aumento aproximado de
100x.
FC FC
Ao avaliarmos as secções histológicas estudadas
aos 15 dias e os resultados registrados nos Quadros 2 e 3
observa-se um retardo no processo de reparo dos espécimes
do GII em relação ao GI. A presença do material implantado
(Figura 2) interferiu no curso normal da reparação e
exacerbou a resposta inflamatória que atingiu um nível
considerado moderado em 100% dos espécimes do GII
(Quadro 3), enquanto permaneceu em nível leve para 100%
dos espécimes do GI (Quadro 2), possibil itando o
desenvolvimento de trabéculas ósseas neoformadas (Figura
1) Este retardo é corroborado por Becker et al.5 e relatado
por Pinto et al.18, como uma reação inflamatória tipicamente
mononuclear de maior intensidade no GII do que no GI.
Contudo, Guastaldi22 afirma que o atraso inicial do
processo de reparo pode ser entendido como uma reação
fisiológica natural porque na presença de partículas de
enxerto a deposição óssea ao redor do material é mais lenta
e diretamente proporcional à absorção do mesmo,
promovendo uma equivalência reparativa somente nos
períodos cronológicos finais de 30 a 60 dias; podendo até
mesmo alcançar ganho ósseo mais expressivos que nos
defeitos controle como enfatizado previamente18,23,24.
A análise de 21 dias revelou inferioridade no
processo de reparação do GII quando comparado ao GI,
sendo que o reparo cortical do GI apresentou-se avançado
(Figura 3) e do GII mostrou-se incipiente e mensurado em
nível 1 (Quadro 3). Devido à presença de partículas de bBMP
remanescentes (Figura 4) a resposta inflamatória
permaneceu em nível moderado para 25% dos espécimes
e a presença de fibras colágenas foi mais exuberante que
no grupo I (Quadro 2). Ainda assim, a atividade osteogênica
demonstra evolução compensatória da reparação óssea, fato
evidenciado pela neoformação óssea de nível 3 para 75%
dos espécimes (Quadro 3). Este incremento da neoformação
óssea pode ser explicado pela atuação dos fatores de
crescimento que mantém os processos cicatriciais
estimulando a absorção das partículas do enxerto e a
deposição de matriz óssea, conseqüentemente, acelerando
o processo de reparo13,18,25-28.
Aos trinta dias, todos os defeitos ósseos estudados
alcançaram reparação com diferentes graus de resolução.
Os defeitos do GI exibiram reparo cortical de nível 3 em
metade dos espécimes estudados (Quadro 2) e secções
histológicas com formação de osso corticalizado na área
do defeito ósseo (Figura 5), enquanto o GII repetiu o
desempenho inferior com reparação cortical de nível 2 para
100% dos espécimes (Figura 6 e Quadro 3). A reparação
cortical do GI assemelha-se ao desempenho dos grupos
controle utilizados por Gerbi17 e Limeira Jr24 quando se
referem à espessura final da cortical que foi inferior à normal,
ao tempo em que o equilíbrio alcançado
DISCUSSÃO
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Figura 6. Fotomicrografia do GII - 30 dias (Subgrupo
bBMP-30). Vista panorâmica da área de reparo cortical.
Observar tecido medular (TM) típico, cortical óssea
remanescente (COR) e cortical óssea neoformada
(COR). H.E. Aumento aproximado de 40x.
CON CORCOR
TM
Figura 4. Fotomicrografia do GII (Subgrupo bBMP-21).
Área de medula óssea. Observar presença de particulas
de bBMP (   ), fibras colágenas (FC). H.E. Aumento
aproximado de 200x.
FC
FC
FC
Figura 5. Fotomicrografia do GI - 30 dias (Subgrupo C-
30). Área de reparo cortical. Observar cortical óssea
neoformada (CON) com espessura inferior à
remanescente (COR), tecido medular (TM) e trabéculas
ósseas neoformadas (TON). H.E. Aumento aproximado
de 40x.
COR CON
TM
TON
pelos processos reparativos dos GII ratifica as afirmações
de e Pinto et al.18, Artzi et al.23 e Limeira Junior24 (2004)
quanto à possibilidade de equivalência reparativa neste
período final de observação.
A resposta biológica observada nos espécimes
deste estudo permite afirmar que o material testado é
biocompatível porque além de não ter apresentado reação
de corpo estranho permitiu a inserção, deposição e
proliferação de células osteoblásticas, funcionando como
substrato para a regeneração óssea. Estas características
são importantes para biomateriais destinados à modulação
osteogênica29. Entretanto, nos limites desta pesquisa, a
bioatividade22,30 e a atividade osteoindutiva19,20,31-35 não foi
observada nas secções histológicas estudadas.
Por fim, os resultados obtidos quando da avaliação
estatística pelo ANOVA no confronto GI versus GII para os
parâmetros reparo cortical, fibras colágenas e infiltrado
inflamatório revelaram diferença estatisticamente
significante para os períodos iniciais de 15 e 21 dias,
enquanto que para a neoformação óssea o valor de p <
0,0001* revelou-se em todos os períodos cronológicos
estudados (Tabela 1).
CONCLUSÕES
1) O biomaterial testado mostrou biocompatibilidade;
2) No período inicial de observação o Grupo I exibiu uma
reparação cortical mais avançada que o Grupo II;
3) A velocidade de neoformação óssea foi maior no Grupo
I do que no Grupo II;
4) Quanto à estimulação da atividade osteogênica o pool
de BMPs demonstrou efeito biomodulador positivo sobre a
neoformação óssea.
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